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dunnelaagchromatografie. 
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Er ~o~ordt een screeningsmethode voor het aantonen van diverse 
anabolica/hormonen beschreven. Het deze methode zijn inmiddels ook 
praktijkmonsters onderzocht. 
Conclusie: 
Anabolica/hormonen zijn met behulp van dunnelaagchromatografie aan te 
tonen in vlees, afkomstig van spuitplaatsen . 
In praktijkmonsters blijken, naast combinaties van anabolica, vaak ook 
andere componenten aanwezig te zijn. De verbindingen die worden aange-
troffen zijn o.a.: nortestosteron, testosteron, estradiol, methyl-
testosteron, DES en dienestrol. 
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Het aantonen van anabolica/hormonen in vlees, afkomstig van spuit-
plaatsen. 
1. Inleiding 
Het gebruik van hormonen als groeibevorderende middelen is in 
Nederland verboden. Bij de keuring van de geslachte dieren, of bij in 
beslag genomen dieren, worden, wanneer daartoe aanleiding bestaat 
spuitplaatsen opgespoord en uitgesneden. In zo'n stukje vlees kan 'van 
alles' in een hoge concentratie aanwezig zijn . 
Dunnelaagchromatografie kan als multimethode gebruikt worden om deze 
vleesmonsters op aanwezigheid van anabolica/hormonen te screenen. 
Deze analysemethode is thans ontwikkeld voor het aantonen van de 
volgende anabolica/hormonen: diethylstilbestrol (DES), hexestrol 
(HEX), dienestrol (DE), zeranol (Zer), trenbolon (Tb), nortestosteron 
(Nort), Hethylstestosteron (Het), 17a-estradiol (E2a), 17(3 -estradiol 
(E2f3), estron (E1), ethinylestradiol (EE2) en testoste ron (T). 
Het endogene hormoon 17a-estradiol en zijn metabolieten estron en 
estrial worden tot dusverre niet in spuitplaatsen aangetroffen. 
2. Literatuuronderzoek 
Uit de literatuur zijn diverse methoden bekend voor het aantonen van 
anabolica in vlees. Slechts uit enkele publicaties konden, voor dit 
onderzoek, relevante gegevens gehaald worden. 
Jare (1) beschrijft een snelle extractie- en zuiveringsprocedure voor 
het aantonen van estrogeen aktieve substanties me t behulp van Seppak 
Cl8. In het verkregen extract worden met dunnelaagchromatografie 
(HPTLC) de diverse estrogenen aangetoond, zoals daar zijn: estriol, 
estradiol, DES, estron en zeranol . De extractie van de estrogenen 
geschiedt door het vlees met een acetonitril - zoutzuur me ngsel te 
extraheren. 
Eêndimensionale dunnelaagchromatografie van de extracten gebeurt op 
Kiezelgel F254 platen die na chromatograferen gedurende 15 min bij 254 
nm worden bestraald. Kwantitatieve bepaling vindt plaats met een den-
sitometer bij een golflengte van 287 nm. 
Smets (2) beschrijft een methode waarbij een HPLC-kolom wordt gebruikt 
als voorzuivering voor het extract, waarna dunnelaagchromatografie 
(HPTLC) plaats vindt. 
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De extractie van de anabolica gebeurt met resp. ether- en methanoli-
water na hydrolyse in acetaatbuffer (in aant-1ezigheid van het enzym 
glucuronidase-sulfatase). Met dunnelaagchromatografie worden de 
diverse anabolica, die in één fractie HPL.C-kolom komen, uitgevangen, 
op de plaat gescheiden en gedetecteerd bij 365 nm na behandeling met 
zwavelzuur en verhitten. 
3. Verdere ontwikkeling 
De bovenbeschreve n methoden hebben voor- en nadelen voor wat betreft 
de extrac tie /clean-up en dunnelaagchromatografie. Hieronder wordt 
weergegeven wat er van deze methoden wel of niet gebruikt kan worden. 
3.1 ~y~r~lxs~/~x!r~c!i~m~t~ode 
In het vlees, afkomstig van de plaats van injectie, kunnen zowel de 
esters als de vrije verbindingen van de relevante anabolica aanwezig 
zijn . 
Het is onnodig een hydrolyse toe te passen (Smets) met glucuronidase-
sulfatase, omdat in spuitplaatsen geeri glucuroniden of sulfaten te 
verwachten zijn. {~el kunnen deze voorkomen in o . a . de urine en/ of 
lever van het behandelde dier nadat deze verbindingen in het lichaam 
zijn omgezet . 
De extractie met acetonitril-zoutzuur blijkt een goede procedure voor 
zowel de vrije verbindingen als de esters. 
3 .2 ~l~aE_-up 
Seppak Cl8 kan een positieve bijdrage leveren aan het zuiveren van een 
extract daar het gebruik ervan vrij eenvoudig is en efficient kan 
zijn . De HPLC-kolom heef t zeker voordelen daar deze stap te automati-
seren is. 
De basische celitekolom, die in ons laboratorium wordt gebruikt voor 
de analyse van de anabolica is ook in dit onderzoek opgenomen. 
3.3 QuE_n~l~a~c~r~~t~gEa!i~ 
De dunnelaagchromatografie methode zoals die wordt toegepast door 
Jare heeft het nadeel van een moeilijke identificat i e bij het aantonen 
van een reeks anabolica. Daarom geven wij bij de in dit verslag 
beschreven procedure de voorkeur aan tweedimensionale dunnelaagchroma-
tografie in combinatie met zwavelzuur, al s dipreagens gebruikt. 
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De ervaringen die door ons zijn opgedaan op het gebied van het onder~ 
zoek naar anabolica met tweedimensionale dunnelaagchromatografie zijn 
gebruikt voor de verdere ontwikkeling van de methode. 
4. Analyseprocedure 
Voor de analyse is een procedure uitgewerkt als weergegeven in 
onderstaand schema. (Zie voor uitgebreidere informatie de analyse-
voorschriftenG 212 enG 213 . ) 
4 . 1 ~c~e~a_a~aly~e~r~c!d~r! 
- vlees; malen 
- extractie met acetonitril~zoutzuur 
- extract over Se ppak Cl8 cartridge 
- afdampen acetonitril; residu in soda- oplossing 
- ether-soda wassing 
- afdampen ether; residu in aceton 
- centrifugeren 
- afdampen aceton; residu in methanol/water of ether 
- HPLC-kolom of basische celitekolom 
- HPTLC (tweedimensionale dunnelaagchromatografie) 
- detectie bij 365 nm na behandeling met zwavelzuur. 
4.2 .!::!,P!:_C_v~O..E_Z~i_!e!_ing 
Alvorens een vleesextract over de HPLC~kolom te brengen, werden de 
retentietijden met een aantal standaarden gecontroleerd . Er is gebruik 
gemaakt van een UV -detector met instelbare golflengten van 254 en 
280 run. 
4.2.1 Instelling apparatuur 
HPLC~kolom ODS-hypersil 25 x 0,6 cm . 
Eluens 
Flow 
methanol- water 95+5. 
1 ml/min . 
uv~detector: 280 run. 
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4 . 2 . 2 Retentietijden van de diverse anabolica/hormonen 
Tabel 1 
---
Anabolicum/hormon Retentietijd (min) 
DES (diethylstilbestrol) 3,45 
HEX (hexestrol) 3,50 
DE ( dienest rol) 3,60 
Zer (zeranol) 3,65 
Tb ( trenbolon) 3,75 
T (testosteron) 3,85 
Het (methyl testosteron) 4,10 
Nort (nortestosteron) 3 ,85 
El (estron) 3,75 
EE2 (ethinylestradiol) 3,60 
E2o. ( 17o.-estradiol) 3,70 
E2f3 (17f3 -est radio!) 3,70 
E3 (estrio1) 3,30 
5. Resultaten 
5 . 1 ~l~e~ ~e!!o~v~e~i~g~ 
De anabolica/hormonen DES, Met , E2o., T, Tb, Zer konden op 10 ppb 
niveau teruggevonden worden wanneer deze waren toegevoegd aan (vet) 
vlees. (Hierbij werd uitgegaan van 2 gram.) Het extract van blanco 
vlees (opgewerkt met de HPLc) · vertoont geen componenten op de dunne-
laagplaat . Het is mogelijk een grotere hoeveelheid van het extract op 
de plaat te brengen, zonder dat componenten afkomstig van het vlees 
zichtbaar worden . Wordt de basische celitekolom gebruikt als voor-
zuivering dan zijn er wel enkele componenten in een lage concentratie 
op de HPTLC-plaat zichtbaar . 
6. Onderzoek spuitplaatsen 
Inmiddels zijn 26 vleesmonsters (spuitplaatsen), volgens analysevoor-
schrift G 213, op aanwezigheid van anabolica/hormonen onderzocht. De 
volgende verbindingen werden aangetroffen . 
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De uitgevangen frakties na de HPLC-kolom waren± 1, 5 ml groot . Op de 
bijbehor ende UV-chromatogrammen was te zien dat daarna nog meer compo-
nenten van de kolom k\o1amen . 
Ter vergelijking zij n enkele vleesmonsters opgewerkt en gezuiverd met 
de fractionerende basische celitekolom, waarbij in de 1e fractie o . a . 
Nort, Het, T en E2a en in de Ze, 3e, 4e en Se fractie resp . HEX, DES , 
DE en Zer verwacht kunnen worden. 
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In praktijkmonsters bleken naast de gebruikte anabolica nog zoveel 
andere verbindingen in de le fractie aanwezig te zijn (diergenees-
middelen?) dat interpretatie van de dunnelaagplaat moeilijk ~'las. 
Om deze redenen verdient de HPLC-voorzuivering bij het onderzoek van 
anabolica in spuitplaatsen de voorkeur. 
Uit de resultaten van het onderzoek blijkt dat meestal combinaties van 
anabolica (cocktails) ingespoten worden. 
7. Conclusie 
Anabolica/hormonen zijn met behulp van dunnelaagchromatografie aan te 
tonen in vlees, afkomstig van spuitplaatsen. 
In praktijkmonsters blijken, naast combinaties van anabolica , ook 
andere componenten aanwezig te zijn. 
Er is een chromatografische voorscheiding noodzakelijk. Dit kan 
geschieden met een basische celit.ekolom of met een reversed-phase 
HPLC. De laatste methode geeft de beste resultaten en verdient daarom 
de voorkeur. 
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INTERN ANALYSEVOORSCHRIFT NR. G 212 
1e oplage (1983-10- 13) 
Het aantonen van anabolica/hormonen in vlees (spuitplaatsen) met 
behulp van dunnelaagchromatografie na voorzuivering met een basische 
celite kolom 
1 . Toepassingsgebied 
Een screeningsmethode voor het aantonen van anabolica/hormonen op 
~g/kg niveau met behulp van fraktionerende celite kolomchromatografie 
gevolgd door tweedimensionale dunnelaagchromatografie (HPTLC) . 
2. Principe 
Het vlees wordt met acetonitril/zoutzuur gekookt waarbij de diverse 
anabolica/hormonen overgaan in de organische fas e . 
Het extrakt ~wrdt over een Seppak C-18 cartridge gebracht en vervol-
gens ingedampt m. b.v . een rotavapor . Hierna volgt een ether- sodawas-
sing . De etherfase ~wrdt afgedampt en het residu opgenomen in aceton . 
Na centrifugeren (b i j -4°C) wordt de aceton overgebracht in een ander 
buisj e en ingedampt. 
Dit verkregen residu ~o~ord t opgenomen in ether en over een basi sche 
celite kolom gebracht met w.w. ether als eluens. 
Achtereenvolgens ~o~orden 4 f rakties uitgevangen voor respektievelijk 
1) trenbolon (en de natuurlijke hormonen), 2) hexestrol, 3) diethyl-
stilbestrol en 4) dienestroL Vervolgens ~o~ordt met tolueen-ethylace-
t aa t ge~lueerd ~o~aarbij zeranol vande kolom komt 5) . 
De vijf aldus verkregen extrakten worden iede r apart op HPTLC-plaatjes 
gebracht en onderworpen aan tweedimensionale dunnelaagchromatografi e , 
met de voor die anabolica ideale loopsystemen . Vervolgens ~wrden de 
HPTLC-plaatjes in zuur gedipt en beoordeeld en na verwarmen bij 96°C 
nogmaals beoord eeld bij 365 nm . 
3. Reagentia 
Indie n niet anders vermeld, dient de k~o~ali teit van de reagentia pro-
analysi te zijn. 
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In veel gevallen is het produktnummer van Nerck vermeld; produkten van 
andere fabrikanten met vergelijkbare kwaliteit zijn eveneens bruik-
baar . 
3.1 Gedemineraliseerd water . 
3.2 Acetonitril (Merck 3). 
3 . 3 Zoutzuur 5 Nuit zoutzuur 37% (Nerck 317) . 
3.4 Diethylether (peroxidevrij) (Merck 921) . 
3 . 5 Celite 545 20-45 ~' Johns-Manville of Serva. 
3.6 HPTLC kiezelgel 60 tertigplatten (Merck 5631) 10 x 10 cm. 
3.7 Chloroform (Merck 2445) . 
3 . 8 Ethanol (Merck 983) . 
3 . 9 Tolueen (Merck 8325) . 
3 . 10 N-Hexaan (Nerck 4367). 
3 . 11 Dichloormethaan (Merck 6050) . 
3.12 Ethylacetaat (Nerck 863) . 
3.13 Aceton (Merck 14). 
3.14 Zwavelzuur 96% (Nerck 732). 
3.15 Azijnzuuranhydride (Nerck 42). 
3 . 16 Glaswol. 
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3.17 Natriumcarbonaatoplossing, 100 g Na2co3 .oH2o per liter (Merck 
6392) . 
3 . 18 Kaliloog, 0,30 mol KOH per liter (Merck 5033). 
3 .1 9 Seppak C-18 certridges (Waters). 
3.20 Eluens 1: watergewa~sen ether. 
3.21 Eluens 2: tolueen- ethylacetaat (85+15). 
3 . 22 Loopvloeistof I : chloroform- ethanol-tolueen (45+2+5) . 
3.23 Loopvloeistof 11: n-hexaan-diethylether-dichloormethaa n 
(20+15+10) . 
3.24 Loopvloeistof lil: n-hexaan-dichloormethaan-ethylacetaat 
(10+20+20). 
3 . 25 Dipreagens A: azijnzuuranhydride-zwavelzuur (47,5+2,5). 
(NB. Voeg voorzichtig, onder voortdurend omz1o~enken het zto~avelzuur bij 
de azijnzuuranhydride en koel het mengsel voorzichtig af! 
Breng het reagens niet in contact met 1>1ater) 
3.26 Dipreagens B: ethanol- zwavelzuur (47,5+2 , 5) . 
3 . 27 Dipreagens C: ethanol-0-fosforzuur (66+33). 
3.28 Standaardoplossingen: Los 10 mg van de ondergenoemde anabolica/ 
hormonen op in elk 100 rul acetonitril . 
Trenbolon (Tb), zeranol (Zer), Hexestrol (HEX), diethyl s tilbestrol 
(DES), dienestrol (DE), methyltestosteron (MeT), mortestosteron 
(NorT), 17a estradial (E2a), 17a estradial (E2a), estron (E1) en 
testosteron (T). 
3.29 Stikstofgas. 
3.30 Natriumsulfaat, watervrij (Merck 6643) . 
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3.31 Basische celite (voor 8 kolon vullingen). 
3.31.1 Bereiding: 
Breng in een polytheenfles van 250 ml, 10 ml kaliloog 0,3 N en voeg 
hierbij in kleine porties 16 g celite (3.5) zodat eerst een slurry 
ontstaat. Meng goed, voeg opnieuw celite toe en meng opnieuw. Herhaal 
de procedure totdat al de celite met de kaliloog is vermengd. Breng 
stikstofgas boven de basische celite en sluit de fles af met een 
schroefdop. 
3.31.2 Controle van de fraktie: 
Controlee r voor gebruik de basische celite door 3,25 g hiervan in een 
glazen kolom (4 .4) te brengen ~o~aarin zich w.~., . ether en een glas~wl­
propje bevinden. Gebruik hierbij een geperforeerd stampertje en zorg 
ervoor dat er een kolomhoogte verkregen wordt van ~ 8 cm. 
Laat de overmaat van de to~atergewassen ether van de kolom lopen . Breng 
hierop 1 ml ~o~aterge~o~assen ether waarin 200 ng van de standaarden Tb, 
DES en HEX is gebracht. 
Elueer met een snelheid van ~ 2 druppels/3 sec en spoel de wand van de 
kolom na met 2 x 1 ml ~o~aterge~o~assen ether . 
Zet de elutie voort met w.w . ether en vang fraktie van 10 ml op, in 
cultuurbuisje van 15 ml, tot er in totaal 80 ml w.w . ether door de 
kolom is gelopen 
Damp de ether af met behulp van stikstof en los het residu op in 0,5 
ml aceton. 
Breng dit over in cultuurbuisjes van 3 ml en spoel de buizen nog een 
keer na met 0,5 ml aceton . 
Damp de aceton af met behulp van de vortex en neem het residu op in 25 
Jll aceton . 
Breng 10 ~1 van het extrakt op de HPTLC- plaat, breng de plaat in loop-
vloeistof I (3.22) en laat chromatograferen. 
Dip de plaat met dipreagens A (3.25) en verwarm deze gedurende 8 min 
bij 96°C. 
Beoordeel de plaat bij UV 365 nm en noteer in welke frakties Tb, HEX 
en DES aanwezig zijn. 
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3.31.3 Uit ervaring is gebleken dat de celite het best direkt na be-
reiding gebruikt kan worden. De frakties zijn dan voor: 
trenbolon 0-10 ml 
hexestrol 
diethylstilbestrol 
10-24 ml 
24-64 ml 
dienestrol 64-124 ml. 
Zeranol komt met tolueen-ethylacetaat (85+15) van de kolom en is dan 
aanwezig in de 1e 15 ml . 
3 . 31 . 4 Het is bekend dat de basische _celite in de loop der tijd in ak-
tiviteit afneemt, waardoor de diverse anabolica sneller van de kolom 
komen. Zie voor verdere informatie RIKILT-verslag 83.16 hoofdstuk 13. 
4. Glaswerk/apparatuur 
4.1 Erlenmeyer met stop NS 29/32 (50 en 150 ml). 
4 . 2 Platbodemkolfjes met stop NS 29/32 (100 rol). 
4 . 3 Erlenmeyer van 250 rol . 
4.4 Chromatogra fiekolom met kraanstuk en verbreding 0 0,9 cm, lengte 
17 cm (exclusief verbreding). 
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4.5 Apparatuur voor dunnelaagchromatografie. 
4.5 .1 Microspuit 10 pl Hamilton. 
4 . 5 . 2 Microspuit 1 pl Hamilton. 
4.5 . 3 Dubbeltrogkamer (Merck) voor 10 x 10 cm plaatjes . 
4.5.4 Glazen dipbak. 
4 . 6 Verwarmingsapparaat met verwarmingsmantel s . 
4.7 Cultuurbuisjes met dopjes (15 en 3 ml) . 
4 . 8 Droogstoof. 
4 . 9 Transilluminator met bodemplaatverlichting, golfl engte 365 nm 
(Ahrin) model TL 33 . 
4.10 Polaroid fotocamera (met 600 ASA polaroid kleurenfilm). 
4 . 11 Rotavapor met koeleenheid . 
4 .1 2 Vortex met vacuumpomp. 
4.13 Whirlmix. 
4 .14 Vleesmaler (Moulinex). 
4 . 15 Polytheenfles met schroefdop (250 ml). 
4 . 16 Föhn. 
4 . 17 Triflex handschoen . 
4 . 18 Pasteurpipetje . 
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4.19 Glazenbuis met slijpstuk 29/32 . Lengte 1 meter 0 10 mm. 
4.20 Wegwerpinjektiespuitje (10 ml) Terumo. 
4.21 Centrifuge met koelmogelijkheid (Sorval). 
5. Voorkoming kruisbesmetting bij de opwerking van de vleesmonsters 
Doordat anabolica in zeer hoge concentraties (> ppm) aanwezig kunnen 
zijn, is het gevaar voor kruisbesmetting aanwezig. Alles moet in het 
werk gesteld worden om dit te voorkomen. In het bijzonder moet gelet 
worden op ondergenoemde handelingen en het gebruik van glaswerk. 
Het snijden van het vlees moet gebeuren op een schone ondergrond en 
met schone messen. Voor elk monster moe ten schone handschoenen \vorden 
genomen. 
Het malen van het vlees moet geschieden in een gemakkelijk te reinigen 
vleesmaler als die van Moulinex. 
Het reinigen van de uitneembare gedeelten van de ma ler (bakje, mes en 
deksel) moet eerst gebeuren in een he t e zeepoplossing, waarna grondig 
wordt nagespoeld met leidingwate r. Vervolgens moeten bakj e , mes en 
deksel nog tweemaal worden afgenomen me t kleenex/alcohol. 
Het reinigen van het glas\verk moet geschieden met een he te zeepoplos-
sing . Na spoelen met leidingwater moet het glaswerk nog gedurende ten-
minste 12 uur in 4 N salpeterzuur \vord en gelegd en vervolge ns \vorden 
gespoeld met leiding- en demiwater . 
\.Jaar mogelijk moet gebruik \>lOrden gemaakt van hulpmidd el e n die s lechts 
voor éénrnalig gebruik zijn gemaakt ( zoals buisjes en pipetprutjes). 
6 . Veiligheidsmaatregelen 
Verricht het dippen van de chromatografieplaatjes in de zuurka s t e n 
draag hierbij handschoenen. Hees bijzonder voorzichtig met het dip-
reagens azijnzuuranhydride-zwavelzuur (3 . 25) . Laat dit reagens niet in 
contact kome n met water . Vermijd contact me t de huid . 
7. Voorbehandeling van het glaswerk ( zie 5) . 
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8. lo/erk\.1ijze 
8 .1 !x.!_r~k.!;_i!:,/ _sl~aE_ug 
Weeg 5 gram gemalen en gehomogeniseerd monster af in een platbodem-
kolfje van 100 ml (4.2). Voeg toe 10 ml acetonitril en 200 ~1 5 N HCl 
(3.3). Kook gedurende 1 uur aan een terugvloeikoeling (glazen buis 
4.19) en koel het mengsel vervolgens af in een ijsbad . 
8.2 Zuig met een injectiespuit de vloeistof uit het kolfje en breng 
deze over een Seppak C18 cartridge die vooraf is gespoeld met 5 ml 
acetonitril/zoutzuurmengsel (5 ml acetonitril + 0,1 ml zoutzuur 5 N) 
in een pla tbodemkolfje van 100 ml. 
8.3 Spoel het vlees met 5 ml acetonitril/zoutzuurmengsel (10 rul ace-
tonitril + 0,2 ml zoutzuur 5 N) en breng ook deze vloeistof via de 
Seppak C18 cartridge in het platbodemkolfje. 
8.4 Damp de acetonitril af onder inleiden van N2 gas aan de rotavapor 
waarvan de koelspiraal gekoeld tolordt tot -10° C en t'laarbij de badtempe-
ratuur 45°C bedraagt. 
8.5 Voeg aan het vloeistofresidu 3 ml Na 2co3 oplossing (3.17) toe en 
breng het mengsel m.b.v. een pasteurpipetje over in een cultuurbuisje 
van 15 ml. 
8.6 Spoel het kolfje na met 2 x 3 ml diethylether en breng ook deze 
ether in het cultuurbuisje. 
Heng intensief met de to~hirlmix gedurende 1 minuut. 
8.7 Breng de ether , na scheiding van de fasen, in een ander cultuur-
buisje en herhaal de extraktieprocedure met 3 ml ether. 
8.8 Verzamel de etherfrakties en voeg~ 0,5 g Na2so4 (watervrij) toe. 
Heng opnieuw en breng de hele etherfase over in een schoon cultuur-
buisje. 
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8.9 Damp de ether af, onder inleiden van stikstof en neem het res idu 
op in 0,5 ml aceton ( gebruik hiervoor de whirlmix). Spoel de aceton 
over in een minibuisje (van 3 ml) en spoel de grote cultuurbuis nog 
een keer na met 0,5 ml aceton en breng de vl oeistof bij de acetonfrak-
tie in het andere cultuurbuisje. 
8 . 10 Centrifugeer gedurende 5 min bij 3000 rpm en -4°C. 
8 . 11 Breng de heldere bovenstaande acetonlaag over in een schoon mini-
buisje. Damp de aceton af m.b . v. de vertex bij 50°C onder vacuum (van 
op kookvertraging) . 
8.12 Neem het residu op in 1 ml w. w. diethylether en meng. 
8 .13 ~o.!_oE!.cJ!r.2m.! t..9_g.!.a .. U!:. 
Breng in de chromatografiekolom (4.4) een glaswolpropje en vul de ko-
lom met w. w. diethylether . Breng 3,25 g celite (3.31) met behulp van 
ene stampertje in laagjes op de kolom zodat een hoogte van ca. 8 cm 
wordt bereikt . 
8.14 Breng het extrakt, verkregen bij 8 . 12, op de kolom . Laat de 
vloeistof tot juist boven de celite aflopen. 
Elueer verder aan de hand van het schema, verkregen bij 3 . 31 . Vang de 
frakties voor trenbolon en hexestrol op in cultuurbuisjes van 15 ml en 
de frakties voor DES, DE en zeranol in stoperlenmeyers van resp . 50, 
100 en 50 rol. 
8.15 Damp de ether af met behulp van de rotavapor onder inleiden va n 
N2 en neem het residu op in 0,5 rol aceton . Spoel het over in een mini-
buisje en herhaal de procedure met 0,5 rol aceton. Damp de aceton af 
met behulp van de vertex en neem het residu op in 50 ~1 aceton. 
8 .16 ,!?_u,!!n!:_l_!a~c_!!rom.! t.2g.!.a_!,i~ 
Breng op afzonderlijke HPTLC-platen, op 1 cm van de onderkant en 1 cm 
van de rechterzijkant met een microspuitje 10 ~1 van de afzonderlijk 
verkregen extrakten op. Streef hierbij naar zo klein mogelijke spots. 
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Breng op dezelfde hoogte en 1 cm van de linkerzijkant en tevens in de 
rechter bovenhoek op 1 cm van de boven- en rechterzijkant 0,2 pl bij-
behorende standaardoplossingen (3.28) op . 
8.17 Maak gebruik ~an de dubbeltrogkamer, waarbij in êên trog de loop-
vloeistof wordt gebracht en in de andere het HPTLC-plaatje. Laat de 
plaat 15 min equilibreren en breng dan de vloeistof in de trog waarin 
het plaatje staat . Chromatografeer de platen van DES en DE frakties in 
het donker. 
8.18 Breng de platen met daarop het extrakt van de frakties van HEX, 
DES en DE in een chromatografietank met loopvloeistof II (3.23) en de 
platen met daarop het extrakt van de frakties van zeranol en trenbolon 
en een chromatografietank met loopvloeistof lil (3.24). 
8.19 Laat de platen na chromatograferen drogen, draai deze een kl-mrt-
slag naar rechts en breng de platen in een -dubbeltrog chromatografie-
tank met loopvloeistof I (zie voor de procedure 8.17). Chromatografeer 
opnieuw en laat de platen drogen (zodat geen rest van het loopmiddel 
aam-1ezig is). 
8.20 Detektie 
Dip de platen met daarop de hexestrolfraktie in het dipreagens A (3.25) 
en de platen met daarop de trenbolon, diethylstilbestrol en dienestrol-
fraktie in dipreagens B (3.26). Dip de platen met de zeranolfraktie in 
dipreagens C (3.27). 
8 . 21 Verwarm de platen, die behandeld zijn met dipreagens A en B, 8 
min bij 96°C en de platen die met dipreagens C zijn behandeld 20 min 
bij 120°C. 
8.22 Indien een anabolicum aanwezig is, is deze te zien bij 365 nm als 
een fluorescerende vlek, die zich bevindt op het snijpunt van de lij-
nen die getrokken worden door de referentiestandaarden, loodrecht op 
de bijbehorende looprichting van de desbetreffende standaarden . 
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9. Tabel met anabolica/hormonen met de optimale dipreagentia, baktem-
per a tuur en -tijd . 
AnabolicllD/ Reagens 
h:m11oon 
DES alcohol 96%/Z\<lavelzuur (95+5) 
HEX azijnzuuranhydride/Z\<lavelzuur (95+5) 
DE alcohol/ zwavelzuur (9 5+5) 
Trenbolon 1713 alcohol/Z\olélVelzuur (95+5) 
Trenbolon l7a alcohol/ zwavelzuur (9 5+5) 
Estradial 17a alcohol/Z\olavelzuur (95+5) 
Estradial 1713 alcoho1/Z\olélvelzuur (95+5) 
Ethinylestradiol alcohol/wavelzuur (95+5) 
Estron alcohol/wavelzuur (9 5+5) 
Zeranol alcohol/o-fosforzuur (66+33) 
Verantwoordelijk: dr W.G. de Ruig 
Samensteller: J.M. Weseman 
G212 .11 
Temp. 
oe 
96 
96 
96 
20 
96 
20 
96 
96 
96 
96 
96 
120 
Tijd Kleur 
(min) 
8 rose/rood 
8 groen 
8 rose/rood 
geel/groen 
8 blauw 
geel/groen 
8 oranje/bruin 
8 geel 
8 geel 
8 geel 
8 geel 
20 groen 
JH/YL 
det.grens 
absol .(ng) 
2 
5 
5 
1 
3 
1 
3 
5 
5 
5 
5 
5 
\ 
INTERN ANALYSEVOORSCHRIFT NR. G 213 
le oplage (1983-10-13) 
Het aantonen van anabolica/hormonen in vlees (spuitplaatsen) met be-
hulp van dunnelaagchromatografie na voorzuivering met een HPLC-kolom 
1. Toepassingsgebied 
Een screeningsmethode voor het aantonen van anabolica/hormonen op 
}lg/kg niveau met behulp va~ HPLC gevolgd door t\of'eedimensionale dunne-
laagchromatografie (HPTLC). 
2 . Principe 
Het vlees wordt met acetonitril/zoutzuur gekookt waarbij de diverse 
anabolica/hormonen overgaan in de organische fase . 
Het extrakt \>lOrdt over een Seppak C-18 cartridge gebracht en vervol-
gens ingedampt m. b . v. een rotavapor. Hierna volgt een ether- sodawas-
sing . De etherfase ~o1ordt afgedampt en het residu opgenomen in aceton. 
Na centrifugeren (bij -4°C) wordt de aceton overgebracht in een ander 
buisje en ingedampt. 
Dit residu wordt opgenomen in methanol-\of'ater en over een reversed-phase 
HPLC-kolom gebracht ~o1aarbij één fraktie wordt uitgevangen waarin alle 
relevante anabolica/hormonen aanwezig zijn, t.~.,. trenbolon (Tb), zera-
nol (Zer), methyltestosteron (MeT), nortestosteron (NorT), Testosteron 
(T), 17a estradlol (E2a), 17a estradlol (E2a), estron (El), diethyl-
stilbestrol (DES), hexestrol (HEX) en dienestrol (DE) . 
Het eluaat wordt onderworpen aan tweedimensionale dunnelaagchromato-
grafie (normal phase), waarna de HPTLC-plaat met azijnzuuranhydride-
za\Nelzuur wordt behandeld, na beoordeling waardoor trenbolon en na 
verwarmen bij 96°C, de andere hierboven genoemde anabolica zichtbaar 
worden bij 365 nm. 
3 . Reagentia 
Indien niet anders vermeld, dient de kwaliteit van de reagentia pro-
analysi te zijn. In veel gevallen is het produktnummer van Merck ver-
meld: produkten van andere fabrikanten met vergelijkbare k\.1aliteit 
zijn eveneens bruikbaar. 
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3 .1 Gedemineraliseerd en gedeïoniseerd water. 
3.2 Acetonitril (Merck 3). 
3.3 Zoutzuur 5 Nuit 37% zoutzuur (Merck 317). 
3.4 Diethylether (Merck 921). 
3.5 Methanol (Merck 6009 en 6007) . 
3 . 6 Chloroform (Merck 2445) . 
3 . 7 Ethanol (Merck 983) . 
3 . 8 Tolueen (Merck 8325). 
3 . 9 N~Iexaan (Merck 4367) . 
3.10 Dich1oormethaan (Merck 6050) . 
3 . 11 Ethylacetaat (Merck 863) . 
3.12 Aceton (Merck 14). 
3 . 13 Zwavelzuur 96% (Merck 732). 
3 .1 4 Azijnzuuranhydride (Merck 42). 
3.15 Natriumcarbonaatoplossing, 100 g Na2co3 .oH2o per liter (Merck 
6392). 
3 .16 Seppak C-18 cartridges (Waters) . 
3.17 Filters (Millipore): voor organische vloeistof 0,5 ~m (FM) 
voor t•mter i ge vloeistof 0,45 ~m (HA) . 
3.18 Eluens A: me thanol- water (950+50) . 
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3.19 Eluens B: methanol-hexaan (950+50). 
3.20 Loopvloeistof I: chloroform-ethanol- tolueen (45+2+5). 
3.21 Loopvloeistof II: n-hexaan-diethylether-dichloormethaan 
(20+15+10). 
3.22 Loopvloeistof lil: n- hexaan-dichloormethaan- ethylacetaat 
(10+20+20). 
3.23 Dipreagens A: azijnzuuranhydride-zwavelzuur (47,5+2,5). 
(NB. Voeg voorzichtig, onder voortdurend omzwenken het zwavelzuur bij 
de azijnzuuranhydride en koel het mengsel voorzichtig af!) Breng 
het reagens niet in contact met water. 
3.24 Dipreagens B: ethanol-zwavelzuur (47,5+2,5). 
3.25 Dipreagens C: ethanol-0-fosforzuur (66+33). 
3.26 Standaardoplossingen: Los 10 mg van de ondergenoemde anabolica/ 
hormonen op in elke 100 ml acetonitril. 
Trenbolon (Tb), zeranol (Zer), hexestrol (HEX), diethylstilbestrol 
(DES), dienestrol (DE), methyltestosteron (MeT), mortestosteron 
(NorT), 17a estradiol (E2a), 178 estradlol (E28) , estron (E1) en 
testos teron (T). 
3 . 27 Stikstofgas. 
3.28 Natriumsulfaat, watervrij (Merck 6643). 
4 . Glaswerk/apparatuur 
4.1 Platbodemkolfjes met stop NS 29/32 (100 ml). 
4.2 Erlenmeyers van 250 ml. 
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4.3 Verwarmingsapparaat met verwarmingsmantels. 
4.4 Glazen buizen met slijpstuk 29/32, lengte 1 meter 1/> 10 mm. 
4.5 Wegwerp injektiespuitjes (10 ml). Teromo . 
4.6 Cultuurbuisje (3 ml) met dopjes. 
4.7 t~hirlmix. 
4.8 Vortex met vacuumpomp. 
4.9 Vleesmaler (moulinex). 
4.10 Droogstoof. 
4.11 Rotavapor met koeleenheid voor koelspiraa1. 
4.12 Föhn. 
4.13 Triflex handschoenen. 
4 . 14 Pasteurpipetten . 
4.15 HPLC apparatuur 
4.15.1 Twee vloeistofleveringssystemen 6000 A (Waters Assosiates). 
4.15 . 2 Systeemregelaar 720 (Waters Associates). 
4.15.3 Absorptie detektor UV/Vis 440 (Waters Assosciates). 
4.15.4 Universele injektor U6K (Waters Associates). 
4.15.5 Voorkolom: Lichrosorb RP 18, 10 '1.1 lengte 3 cm, 1/> 4 mm (Herck) . 
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4.15 . 6 Analytische kolom: Hypersil-ODS, 5 ~' lengte 25 cm~ 4,6 mm . 
4.15.7 Recorder BD 41 (Kippen Zonen) . 
4~16 Apparatuur voor dunnelaagchromatografie. 
4.16.1 Microspuitje 1 ~1 Hamilton. 
4.16.2 Microspuitje 10 ~1 Hamilton . 
4.16.3 Dubbeltrogkamer (Merck) voor 10 x 10 cm plaatjes . 
4 . 16.4 Glazen dipbak. 
4.17 Transill~1inator met bodemplaatverlichting, golflengte 365 nm 
(Ahrin) Model TL 33 . 
4 . 18 Polaroid fotocamera (met 600 ASA polaroid kleurenfilm). 
4 . 19 Centrifuge met koelmogelijkhe id (Sorval) . 
5. Voorkoming kruisbesmetting bij de opwerking van de vleesmonsters 
Doordat anabolica in zeer hoge concentraties (> ppm) aanwezig kunnen 
zijn, is het gevaar voor kruisbesmetting aanwezig. Alles moet in het 
werk gesteld lvorden om dit te voprkomen. In het bijzonder moet gelet 
worden op ondergenoemde handelingen en het gebruik van glaswerk . 
Het snijden van het vlees moet gebeuren op een schone ondergrond en 
met een schoon mes. Voor elk monster moeten schone handschoenen worden 
genomen . 
He t malen van het vlees moet geschieden in een gemakkelijk te reinigen 
vleesmaler zoals die van Moulinex. 
Het reinigen van de uitneembare gedeelten van de maler (bakje, mes en 
deksel) moet eerst gebeuren in heet wate r met een zeepoplossing, waar-
na grondig wordt nages poeld met leidingwater. Vervolgens moeten bakje, 
mes en deksel nog tweemaal worden afgenomen met kleenex/alcohol. 
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Het reinigen van het glaswerk moet geschieden met een hete zeepoplos-
sing. Na spoelen met leiding,.,ater moet het glaswerk nog gedurende ten-
minste 12 uur in 4 N salpeterzuur worden gelegd en vervolgens '"orden 
gespoeld met leiding- en demhlater. 
Haar mogelijk moet gebruik 'wrden gemaakt van hulpmiddelen die slechts 
voor éénrnalig gebruik zijn gemaakt (zoals buisjes en pipetprutjes). 
6. Veiligheidsmaatregelen 
Verricht het dippen van de chromatografieplaatjes in de zuurkast en 
draag hierbij handschoenen. Hees bijzonder voorzichtig met het dip-
reagens azijnzuuranhydride-zwavelzuur (3.23). Laat dit reagens niet 
in contact komen met de huid. Vermijd contact met '"ater. 
7. Voorbehandeling van het glas,.,erk (zie 5). 
8. \olerkwijze 
8 .1 !x.E_r_!k_E.i!./ ~l!.a~ug 
\~eeg 5 gram gemalen en gehomogeniseerd monster af in een platbodem-
kolfje van 100 ml (4.2). Voeg toe 10 ml acetonitril en 200 ~1 5 N HCl 
(3.3). Kook gedurende 1 uur aan een terugvloeikoeling (glazen buis 
4.4) en koel het mengsel vervolgens af in een ijsbad. 
8 .2 Zuig met een injectiespuit (4.5) de vloeistof uit het kolfje en 
breng deze over een Seppak C18 cartridge die vooraf is gespoeld met 5 
ml acetonitril/zoutzuurmengsel (5 ml acetonitril + 0,1 ml zoutzuur 5 
N) in een platbodemkolfje van 100 rul. 
8 . 3 Spoel het vlees met 5 ml acetonitril/zoutzuurmengsel (15 ml ace-
tonitril + 0,1 ml zoutzuur 5 N) en breng ook deze vloeistof via de 
Seppak C18 cartridge in het platbodemkolfje. 
8.4 Damp de acetonitril af onder inleiden van N2 gas aan de rotavapor 
waarvan de koelspiraal gekoeld '"ordt tot -10°C en waarbij de badtempe-
ratuur 45°C bedraagt. 
G213.6 - 7 -
- 7 -
8.5 Voeg aan het vloeistofresidu 3 ml Na2co3 oplossing (3.15) toe en 
breng het mengsel m.b.v. een pasteurpipetje over in een cultuurbuisje 
van 15 ml. 
8.6 Spoel het kolfje na met 2 x 3 ml diethylether en breng ook deze 
ether in het cultuurbuisje. 
Meng intensief met de whirlmix gedurende 1 minuut. 
8.7 Breng de ether , na sche iding van de fasen, in een ander cultuur-
buisje en herhaal de extraktieprocedure met 3 ml ether . 
8.8 Verzamel de etherfrakties en voeg± 0,5 g Na2so4 (watervrij) toe . 
Meng opnieuw en breng de hele etherfase over in een schoon cultuur-
buisje. 
8 . 9 Damp de e ther af, onder inleiden van stikstof en neem het residu 
op in 0,5 ml aceton (gebruik hiervoor de whirlmix) . Spoe l de aceton 
over in een minibuisje (van 3 ml) en spoel de grote cul~uurbuis nog 
een keer na met 0 , 5 ml aceton en breng de vloeistof bij de acetonfrak-
tie in het andere cultuurbuisje. 
8.10 Centrifugeer gedurende 5 min bij 3000 rpm en -4°C. 
8.11 Breng de heldere bovenstaande acetonlaag over in een schoon mini-
buisje . Damp de aceton a f m.b.v. de vortex bij 50°C onder vacuum (van 
op kookv ertraging ). 
8.12 Neem het residu op in 300 pl me thanol-water (95+5) . 
8 . 13 !_o..!,o,!!c_!!r2_m~t2_g.E,a_!i~ 
Gradientelutieschema 
Tijd Flow % A (3,8) % B (3.19) 
0 1 100 0 
8 1 0 100 
20 1 100 0 
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8.14 Breng 200 ~1 van het extrakt, verkregen bij 8.12 in het HPLC-
systeem en elueer volgens schema 8.13. 
8.15 Vang de fraktie waarin de anabolica zich bevinden (controle aan 
de hand van standaarden) op in een micro cultuurbuisje. 
8 .16 Damp de methanol-water af met behulp van de vortex bij 50° onder 
vacuum en neem het residu op in 50 ~1 aceton . 
8 .1 7 Q_u_!!n~l~a,ac.!!_r~m.!!,t~g.E.a.U!:. 
Breng op een HPTLC-plaatje, op 1 cm van de onderkant e n 1 cm van de 
rechterzijkant met een microspuitje 15 ~1 van het extrakt, verkregen 
bij 8 .16 op . Streef hierbij naar zo klein mogelijke spots . Breng op 
dezelfde hoogte en op 0,5 en 1,0 cm van de linkerzijkant en tevens in 
de rechter bovenhoek op 0,5 en 1,0 cm van de boven- en 1 cm van de 
rechterzijkant 0,2 ~1 van enkele standaardoplossingen (3.26) op. 
8.18 Maak gebruik van de dubbeltrog chromatografietank, waarbij in êên 
trog de loopvloeistof wordt gebracht en in de andere het HPTLC-plaatje . 
Laat de plaat 20 min equiliberen en breng dan de vloeistof in de trog 
waarin het plaatje staat en laat chromatograferen. 
8 .1 9 Breng de plaat met het extrakt in de chromatografietank met loop-
vloeistof Il (3.21) en handel volge ns 8.18. 
8.20 Laat de platen, na chromatograferen , drogen , draai deze een 
k{qartslag en breng de platen in een dubbeltrogchromatografietank met 
loopvloeistof I (3.20) (zie voor de procedure 8 .1 8). Chromatografeer 
opnieuw en laat de platen drogen . 
8.21 Detektie 
Dip de plaat in dipreagens A (azijnzuuranhydride-zwavelzuur) en ver-
warm deze, na droogföhnen, 8 min bij 96°C. 
8.22 Herhaal zonodig de procedure vanaf 8 .17 met die verandering dat 
onder punt 8 .19 loopvloeistof lil (3.22) i.p.v. loopvloeistof II wordt 
gebruikt . 
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8.23 Indien een anabolicum aanwezig is, is deze te zien bij 365 nm als 
een fluorescerende vlek, die zich bevindt op het snijpunt van de lij-
nen, die getrokken worden door de referentiestandaarden, loodrecht op 
de bijbehorende looprichtine van de desbetreffende standaarden. 
9. Tabel met anabolica/hormonen met de optimale dipreagentia, baktem-
peratuur en -ti jd. 
Anabolicun/ Reagens 
l'Drmoon 
DES alcohol 96%/zwavelzuur (95+5) 
HEX azijnzuuranh)Uride/ Z\o7avelzuur (95+5) 
DE alcohol/ Z\olavelzuur ( 95+5) 
Trenbolon 17a alcohol/zwavelzuur (95+5) 
Trenbolon 17a alcohol/zwavelzuur (95+5) 
Estradial 17a alcohol/ Z\olavelzuur (95+5) 
Estradial 17a alcohol/zwavelzuur (95+5) 
Ethinylestradiol alcohol/ Z\olavelzuur (95+5) 
Estron alcohol/Z\olavelzuur (95+5) 
Zeranol alcohol/crfosforzuur (66+33) 
Verant~voordelijk: dr H.G. de Ruig 
Samensteller: J.N. Heseman 
G213 .9 
Temp. Tijd Kleur 
oe (min) 
96 8 rose/rood 
96 8 groen 
96 8 rose/rood 
20 geel/groen 
96 8 blatnv 
20 geel/groen 
96 8 oranje/bruin 
96 8 geel 
96 8 geel 
96 8 geel 
96 8 geel 
120 20 groen 
We/YL 
det.grens 
absoL(ng) 
2 
5 
5 
1 
3 
1 
3 
5 
5 
5 
5 
5 
